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EFECTO DE LA APLICACIÓN DE BACTERIAS 
PRODUCTORAS DE SUSTANCIAS HUMICAS 
MEDIANTE LA BIOSOLUBILIZACION DE CARBON 
DE BAJO RANGO EN UN SUELO  SALINO-SÓDICO 




La salinidad es un problema de degradación que es común en los suelos del Valle del Cesar 
y el departamento de la Guajira debido a la susceptibilidad que presentan por la presencia 
de sales y sodio elevados lo que afecta la productividad de los cultivos. Como alternativa 
para el manejo de la salinidad de los suelos se ha utilizado la aplicación de enmiendas 
orgánicas que permitan generar cambios favorables en las propiedades del suelo. Por tanto, 
el objetivo de esta investigación fue evaluar el efecto del carbón de bajo rango (CBR) y las 
bacterias solubilizadoras de carbón (BSC) Bacillus mycoides, Microbacterium sp y 
Acinetobacter baumannii sobre algunas propiedades químicas, biológicas y físicas de un 
suelo Salidic Calciustolls en el Valle del Cesar. Para ello se realizaron dos experimentos: 
uno en condiciones de invernadero y otro en campo que permitiera observar en un contexto 
real el efecto del CBR y las BSC. Como variables de respuesta se determinó la respiración 
del suelo, la actividad microbiológica mediante la hidrólisis del diacetato de fluoresceína 
(DAF), la actividad de enzimas ligninolíticas relacionadas con la biotransformación del 
carbón mediada por microorganismos. En complemento, se evaluaron algunas variables 
químicas asociadas a la salinidad sódica del suelo y la densidad aparente. Se encontró que 
el tratamiento del suelo con CBR al 1% bajo condiciones de invernadero favorece la 
actividad biológica, la cual se vio reflejada en el incremento de la respiración del suelo, la 
actividad de enzimas hidrolíticas sobre el DAF, la actividad de las enzimas lignino 
peroxidasas (LiP) y lacasas (Lac) asociadas a la biotransformación de CBR; también 
incrementó la capacidad de intercambio catiónico (CIC) y se registró una disminución en 
algunos parámetros químicos del suelo. En condiciones de campo la adición de CBR a 
razón de 5 kg de CBR/m2 contribuyó a disminuir la conductividad eléctrica (C.E.), la razón 
de absorción de sodio (RAS) y el porcentaje de sodio intercambiable (PSI); no se 
encontraron cambios significativos sobre el pH y la densidad aparente. En relación a los 
parámetros de actividad biológica se registraron incrementos en la respiración, la actividad 
microbiológica y la actividad de la actividad de las enzimas LiP, manganeso peroxidasa 
(MnP) y Lac; también se observó incrementos en la CIC. Los resultados de los dos 
experimentos muestran que hay un mayor efecto sobre las propiedades químicas y 
biológicas del suelo cuando se aplica el CBR en conjunto con las BSC, lo cual sugiere la 
posibilidad de utilizar y aprovechar el CBR como material orgánico humificado para el 
manejo de los suelos afectados por salinidad en el área de influencia de la minería del 
carbón en el Valle del Cesar, con ayuda de la microbiota que como se ha demostrado actúa 
sobre el CBR liberando la materia orgánica humificada.  
 






EFFECT OF THE APPLICATION OF BACTERIA 
PRODUCERS OF HUMIC SUBSTANCES BY 
BIOSOLUBILIZACION LOW RANK COAL IN A 





Salinity is a problem of degradation that is common in the soils of the Valley of Cesar and 
Guajira Department due to susceptibility presented by the presence of salts and high 
sodium that affects crop productivity. As an alternative for the management of soil salinity 
has used the application of organic amendments that will generate favorable changes in soil 
properties. Therefore, the objective of this research was to evaluate the effect of low-rank 
coal (LRC) and coal-solubilizing bacteria (CSB) Bacillus mycoides, Microbacterium sp and 
Acinetobacter baumannii on chemical, biological and physical properties of a soil Salidic 
Calciustolls Valley of Cesar. For this, two experiments were performed: one in the 
greenhouse and one field that would be observed in a real context the effect of CBR and the 
BSC. As response variables soil respiration, microbiological activity by hydrolysis of 
fluorescein diacetate (DAF), ligninolytic activity related enzymes mediated 
biotransformation microorganisms coal were determined. In complement, some chemical 
variables associated with sodium soil salinity and bulk density were evaluated. It was found 
that treating the soil with LRC 1% under greenhouse conditions favors the biological 
activity, which was reflected in the increase in soil respiration activity of hydrolytic 
enzymes on the DAF, activity of enzymes lignin peroxidases (LiP) and laccase (Lac) 
associated with the biotransformation of LRC; also increased cationic exchange capacity 
(CEC) and a decrease was registered in some chemical soil parameters. Under field 
conditions the addition of LRC to reason 5 kg LRC/m2 contributed to decrease the 
electrical conductivity (EC), the sodium absorption ratio (SAR) and exchangeable sodium 
percentage (ESP); no significant change on the pH and the bulk density were found. In 
relation to the parameters of biological activity increases in respiration, microbiological 
activity and LiP enzymes, manganese peroxidase (MnP) and Lac activity were recorded; 
increases were also observed in the CEC. The results of the two experiments show that 
there is a greater effect on chemical and biological soil properties when the LRC is applied 
in conjunction with the CSB, which suggests the possibility to use and exploit the LRC as 
humified organic material for handling soils affected by salinity in the area of influence of 
coal mining in the Valle del Cesar, with the help of the microorganism as demonstrated acts 
on the LRC releasing the humified organic matter. 
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13 Introducción  
Introducción  
 
La salinidad se ha convertido en un gran problema de degradación del suelo a nivel 
mundial y ha cobrado importancia en los últimos años. La salinización de los suelos surge 
como resultado no solamente de factores climáticos, topográficos, hidrológicos (Gómez, 
2004), sino también de factores antrópicos por la larga tradición de la agricultura y 
ganadería intensiva y extensiva, con prácticas inadecuadas de manejo, lo que ha conllevado 
a procesos de degradación de los suelos por aumento de la dispersión de la sales, la 
compactación y erosión del suelo. 
 
Los suelos salinos son aquellos que presentan un alto contenido de sales y se caracterizan 
por desarrollar una vegetación escasa, costras blancas de sales en su superficie y poseer un 
pH alto. Los efectos de la salinidad se pueden agrupar desde tres puntos de vista 
(Dorronsoro, 2001): en primer lugar las relaciones hídricas debido a que la concentración 
de sales solubles eleva la presión osmótica de la solución de suelo por la retención del agua, 
impidiendo que esta sea absorbida por la raíces ocasionando estrés hídrico en las plantas 
(Clavero y  Razz, 2002); en segundo lugar  el balance de energético debido a que las 
plantas al aumentar la presión osmótica se ven obligadas a una adaptación osmótica de sus 
células para poder seguir absorbiendo agua, demandando un alto consumo de energía, 
afectando la división celular y limitando el crecimiento vegetal; y por último la nutrición ya 
que la dominancia de calcio genera antagonismo sobre el potasio, magnesio, hierro, boro y 
zinc, entre otros. La sodicidad o alcalinización se desarrolla cuando en la solución del suelo 
existe una concentración elevada de sales sódicas capaces de sufrir hidrólisis alcalina, de 
tipo carbonato y bicarbonato de sodio. Las arcillas saturadas en sodio tienen propiedades 
particulares en presencia de agua lluvia, por tanto con el CO2 disuelto, se hidrolizan 
liberando Na+ y OH- ocasionando alcalinización del medio, alcanzando pH altos de 9-10 
(Otero et al., 2002) .  
 
La alcalinización genera consecuencias desfavorables en  el suelo, debido a que el sodio 
ocasiona dispersión de las arcillas contribuyendo a la degradación de la estructura del 
suelo; esto conlleva a la compactación por la pérdida del espacio poroso del suelo al 
dispersarse las arcillas y romperse los agregados de suelo por que estos quedan reducidos a 
polvo. Las raíces de las plantas en un suelo poco estructurado tiene problemas de aireación 
y una pobre e insuficiente disponibilidad de agua (Goykovic y  Saavedra del Real, 2002). 
Adicionalmente, la presencia de sodio causa toxicidad en el metabolismo y nutrición de las 
plantas debida a los carbonatos y bicarbonatos sódicos. 
 
Los suelos susceptibles a la salinización en Colombia abarcan una extensión de 63.900 km2 
que corresponden a áreas salino/sódicas, de los cuales 31.770 km2 son áreas con alto grado 
de intensidad de salinización y normalmente se encuentran en el ecosistema seco de la 
región Caribe y en los valles interandinos del Magdalena y Cauca, lo cual limita su uso 
agropecuario. Las zonas susceptibles a la salinización en Colombia normalmente se 
encuentran en el ecosistema seco de la región Caribe, en los valles interandinos del 
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del Cesar el 38, 44% de los suelos se caracterizan por ser salinos y salinos-sódicos (Otero et 
al., 2004),  
 
La materia orgánica desde tiempos remotos y hasta la actualidad no solo se ha utilizado 
para incrementar la fertilidad del suelo sino también para aumentar la productividad de los 
cultivos, la rehabilitación y protección del suelo frente a problemas de degradación, 
erosión, contaminación, y desertificación. En consecuencia, la necesidad para cultivar o 
aumentar la producción de los cultivos  en suelos pobres en materia orgánica, ya sea 
intrínsecamente o por pérdida de la misma,  ha llevado a la necesidad de proteger al suelo 
frente a la  degradación, conllevando a una serie de prácticas que buscan restablecer o 
mejorar el contenido de materia orgánica y sus funciones (Senesi  et al, 2007).  Una de las 
prácticas más populares es la aplicación de enmiendas orgánicas ricas en sustancias 
húmicas (SH), las cuales son utilizadas como abonos de origen natural,  como 
acondicionadores de suelos, como mejoradores de la estructura de los agregados, 
estimuladores del crecimiento y desarrollo vegetal, como coadyuvantes en procesos de 
fitorremediación de suelos contaminados y suelos compactados por salinidad y manejo 
(Piccolo & Mbagwu, 1999;  Nardi et al., 2002;  Christanis et al., 2006, Bandeira et al., 
2009).  
 
En ese sentido, la explotación minera de carbón a cielo abierto en los departamento del 
Cesar y La Guajira genera carbones de bajo rango (CBR) en donde el proceso de 
carbonificación fue incompleto; estos materiales por su bajo poder calorífico y alta 
humedad son considerados residuos o subproductos de la minería de carbón, 
considerándose de baja calidad por la limitación  de su uso para la generación térmica. Sin 
embargo, presentan en su macroestructura un alto contenido de SH (Peña, 2005, Gianoulli 
et al., 2009) y teniendo en cuenta que las SH han sido importantes para la agricultura 
orgánica, el CBR se podría aprovechar como materia prima para la extracción de SH. 
 
La extracción de las sustancias húmicas se realiza mediante el método químico (Senesi et 
al., 2007; Chassapis y Roulia, 2008); sin embargo, se ha estudiado en los últimos años la 
biotransformación del CBR mediado por microorganismos para la obtención de SH. Los 
mecanismos de biotransformación mas estudiados han sido la de los hongos mediante la 
actividad de las enzimas ligninolíticas extracelulares, esterasas, agentes quelantes, 
surfactantes y sustancias alcalinas (Hofrichter y Fakoussa, 2004), pero no ha sido posible el 
desarrollo de procesos de biotransformación de CBR con fines biotecnológicos debido a 
que los hongos tras un proceso de solubilización de CBR depolimerizan las SH liberadas 
(Hofrichter y Fritsche, 1997), conllevando a la pérdida de la conformación supramolecular 
de las SH, lo que disminuye el efecto de estas sobre las propiedades del suelo (Grinhunt et 
al., 2007). Por tanto, como una alternativa se ha estudiado la solubilización de carbón por 
bacterias que utilizan mecanismos no enzimáticos como la producción de agentes 
quelantes, surfactantes y sustancias alcalinas (Hofrichter y Fakoussa, 2004). Valero et al., 
2012 aisló las bacterias solubilizadoras de carbón (BSC) Bacillus mycoides, Acinetobacter 
baumannii y Microbacterium sp. a partir de sedimentos carbón, la rizósfera de gramíneas 
que crecen en suelos con residuos de carbón y de CBR las cuales presentaron capacidad de 
solubilizar CBR en medio líquido y sólido al ser utilizado como única fuente de carbono y 
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Bajo el anterior contexto, la presente investigación tuvo como objetivo evaluar el efecto de 
aplicación de CBR y las bacterias solubilizadoras de carbón (BSC) Bacillus mycoides, 
Acinetobacter baumannii y Microbacterium sp. en un suelo salino sódico en el Valle del 
Cesar, partiendo de la hipótesis que al adicionar CBR en el suelo salino sódico puede actuar 
como materia orgánica humificada, dango lugar a la liberación de SH acelerado por 
aplicación conjunta bacterias nativas con capacidad solubilizar CBR entre un 25 y 38%. 
Para alcanzar el objetivo general se planteó un experimento exploratorio en invernadero y 
otro en campo, el primero con el propósito de observar tendencias tempranas del efecto del 
CBR y las BSC sobre el suelo salino sódico bajo condiciones controladas y el segundo para 
evidenciar en un contexto real el efecto del CBR y las BSC. Esta investigación se presenta 
en tres capítulos, el primero de ellos comprende el estudio realizado bajo condiciones de 
invernadero, el segundo el estudio realizado en campo, y el tercero las conclusiones 
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1. EFECTO DE LA APLICACIÓN DE 
BACTERIAS GENERADORAS DE SUSTANCIAS 
HÚMICAS MEDIANTE BIOSOLUBILIZACIÓN 
DE CARBON DE BAJO RANGO EN UN SUELO  





El objetivo de esta investigación fue evaluar en un suelo salino sódico el efecto de la 
aplicación de un carbón de bajo rango (CBR) tipo lignito, en conjunto con la inoculación de 
bacterias que liberan sustancias húmicas (SH) a partir de este tipo de carbón. Se determinó 
la actividad microbiológica del suelo y de enzimas relacionadas con la biotransformación 
del carbón mediada por microorganismos; así como algunas variables químicas asociadas a 
la salinidad sódica del suelo. Mediante un ensayo en condiciones controladas bajo 
invernadero se trató el suelo aplicando CBR a razón de 1g/100g de suelo en bolsas plásticas 
con 3 kg de suelo, el tratamiento se completó con la aplicación de un inóculo de tres cepas 
bacterianas con capacidad para solubilizar carbón (Bacillus mycoides, Microbacterium sp y 
Acinetobacter baumannii). Como variables respuesta se midió la respiración del suelo, la 
actividad microbiológica mediante hidrólisis enzimática del diacetato de fluoresceína, la 
actividad de las enzimas lignino peroxidasa (LiP) y lacasas (Lac), el potencial de hidrogeno 
(pH), la conductividad eléctrica (C.E.), la razón de absorción de sodio (RAS), el porcentaje 
de sodio intercambiable (PSI) y la capacidad de intercambio catiónico (CIC); estas 
variables se midieron cada dos meses. Los resultados muestran que la aplicación del CBR 
al 1% y las bacterias solubilizadoras de carbón ocasionan incrementos en la respiración, 
actividad microbiológica, la actividad de las enzimas LiP y Lac, como también en la CIC. 
Así mismo,  una disminución de la C.E., RAS y PSI a excepción del pH, lo cual sugiere la 
posibilidad de utilizar el CBR como una posible enmienda orgánica y las bacterias como 
aceleradoras de los procesos de biotransformación del CBR con el propósito de contribuir a 
la rehabilitación de suelos salinos-sódicos. 
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1.2 Introducción 
 
La salinización es un problema de orden mundial y se ha definido como la concentración de 
las sales solubles del suelo, que interfieren de manera negativa en el crecimiento de las 
plantas y degrada el suelo, debido al alto contenido de sales. Cuando el sodio es el catión 
dominante se genera dispersión de las arcillas, lo que lleva a una destrucción de la 
estructura. Por otra parte, cuando en un suelo la hidrólisis de las arcillas sódicas conduce a 
la alcalinización del perfil, y esta provoca intensa alteración mineral, se califican como 
suelos sódicos (en ocasiones alcalinos); y si existe un alto contenido en sales y estas son 
sódicas, es decir, el sodio predomina en el complejo de cambio se califican como suelos 
salino-sódicos (Otero et al., 2002). 
 
En el departamento del Cesar el 38, 44% de los suelos se caracterizan por ser salinos y 
salinos-sódicos lo que conlleva a la compactación, pérdida de la estructura e incidencia 
negativa en la germinación, crecimiento y desarrollo de las plantas, lo que disminuye su 
productividad agrícola (Otero et al., 2002).  La aplicación de enmiendas orgánicas 
constituyen una alternativa para el acondicionamiento de suelos con estas características 
debido a que permite mejorar su estructura mediante la agregación, incrementa la actividad 
biológica y mejora la capacidad de intercambio catiónico (Tejada y Gonzalez, 2007; Sharif 
M., 2002; Hernández, 2000). 
 
El carbón es una roca sedimentaria de origen orgánico que se genera por la diagénesis y el 
metamorfismo de la vegetación  a cierta presión y temperatura; el índice de cambio sufrido 
por un carbón al madurar desde la turba hasta la antracita, conocido como carbonificación, 
tiene gran importancia en las propiedades físicas y químicas, y se denomina “rango” del 
carbón (Instituto Mundial de Carbón, 2005). El carbón es uno de los recursos más 
importantes en la economía del país y del departamento del Cesar, cuya extracción se 
realiza a gran escala. Esta actividad genera grandes cantidades de carbón comercial de alto 
poder calorífico; sin embargo, al realizarse el proceso de extracción, también se producen y 
acumulan cantidades significativas de carbón de bajo rango (CBR) tipo lignito. Se estima 
en Colombia una producción anual de 49.5 millones de toneladas de carbón, de las cuales 
se exportan 45.6, el restante no se exporta debido a su baja calidad (INGEOMINAS, 2010).  
 
El CBR  tipo lignito es un carbón que se caracteriza por ser normalmente blando y 
desmenuzable, con una aspecto mate y terroso, poseen altos niveles de humedad (30-45%) 
y cenizas, bajo contenido en carbono fijo por lo que su contenido energético también es 
bajo; debido al bajo grado de carbonificación estos materiales normalmente presentan alto 
contenido de SH (Peña, 2005; Gianoulli et al., 2009). Gracias a su naturaleza orgánica y su 
contenido en elementos para la nutrición microbiana (Hölker et al, 2002; Tao et al, 2009) 
que mediante variados mecanismos pueden ser transformados generando productos útiles 
como las SH contenidas en su macroestructura (Peña, 2005); por esta razón estos carbones 
pueden aprovecharse como materia prima de enmiendas orgánicas para la agricultura y el 
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Existe gran cantidad de microorganismos con características fisiológicas que les permiten 
transformar CBR y otros compuestos orgánicos complejos debido a una serie de 
mecanismos conocidos como el sistema ABCDE (A= Sustancias alcalinas, oxidativas; B= 
Biocatalizadores; C= Queladores; D= Detergentes; E= Esterasas) (Fakoussa y Hofrichter, 
1999). Las sustancias alcalinas como el amonio, aminas biogénicas y compuestos similares 
están involucrados en la licuefacción microbiana (solubilización) de carbón (Fakoussay y 
Hofrichter, 1999). Estos compuestos son producidos por hongos y bacterias que utilizan los 
compuestos del medio y son capaces de solubilizar grupos acídicos de la macroestructura 
del carbón por deprotonación, aumentando el potencial hidrofílico (Fakoussa y Hofrichter, 
1999).  
 
Los mecanismos más estudiados son los mediados por enzimas extracelulares producidas 
por muchos hongos Basidiomicetos, que poseen enzimas capaces de degradar la lignina 
debido a que ésta es el principal material parental en la formación del carbón. Se ha 
reportado que las enzimas ligninolíticas están disponibles para la biotransformación de 
CBR (Fakoussa y Hofrichter, 1999). Las enzimas ligninolíticas incluyen las peroxidasas 
(lignino peroxidasa LiP, manganeso peroxidasa MnP, y otras peroxidasas) y las enzimas 
fenol oxidasas Lac; el soporte de las enzimas (H2O2=generador de oxidasas), ácidos 
orgánicos de bajo peso molecular (oxalato, lactato, malonato) y enzimas hidrolíticas como 
las esterasas que han sido encontradas en el hongo Trametes versicolor (Fakoussa y 
Hofrichter, 1999). Estos mecanismos actúan sobre el carbón permitiendo la producción de 
SH a través de la solubilización ó depolimerización, en el primero de los casos la 
solubilización del CBR conlleva a la formación de gotas líquidas de color oscuro (materia 
orgánica humificada) que ocurre a valores altos de pH (pH 7-10) y es debido a  la acción de 
sustancias alcalinas, agentes quelantes, surfactantes y ciertas enzimas hidrolíticas. La 
depolimerización de CBR o de moléculas derivadas es el proceso mediado por enzimas 
ligninolíticas que ocurre a valores bajos de pH (pH 3-6) y resulta en la escisión de enlaces 
dentro de la molécula de carbón, permitiendo la formación de sustancias amarillentas 
llamadas ácidos fúlvicos con bajo peso molecular (Ralph y Catcheside, 1994; Willmann y 
Fakousa, 1997, Hofrichter y Fritsche, 1996, Fakoussa y Hofrichter, 1999). 
No solo los hongos son capaces de biotransformar la lignina, también se han reportado 
algunas especies de bacterias con esta misma capacidad que han sido aisladas a partir de 
muestras de carbón como Escherichia freundii, Pseudomonas rathonis, Pseudomonas 
fluorescens, Streptomyces setoni, Pseudomonas putida, Bacillus sp, Staphylococcus y 
Rhodococcus (Laborda et al., 1997; Machnikowska et al., 2002; Pokorný et al., 2005) que 
son capaces de generar sustancias con características similares a las SH obtenidas a partir 
de CBR mediante  extracción química (Filip y Kubát., 2001). En un trabajo previo en 
Colombia, a partir de muestras ambientales con presencia de residuos de carbón en la mina 
de carbón a cielo abierto “El Cerrejón” se aislaron y seleccionaron tres bacterias (Bacillus 
mycoides, Acinetobacter baumannii y Microbacterium sp.) con capacidad de solubilizar 
CBR tipo lignito y producir SH (Valero et al., 2014). 
 
Las SH son sustancias orgánicas naturales, ubicuas en el agua, el suelo y sedimentos, son 
importantes para estimular el crecimiento de las plantas, el control de los contaminantes del 
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(Piccolo A., 2001). Las SH son utilizadas como abonos de origen natural que contribuyen 
al aumento de la capacidad de intercambio de iones del suelo, constituyen parte 
fundamental del complejo absorbente regulador de la nutrición de la planta hacia la 
conversión de formas no asimilables (Chen et al., 1990) y desempeñan un papel primordial 
en la fijación de nutrientes en suelos disponibles para las plantas (Piccolo y Mbagwu, 1999) 
favoreciendo la transferencia de micronutrientes, aumentando la retención de agua y el 
porcentaje de germinación de las semillas. Las SH también contribuyen notablemente en la 
meteorización de rocas como agentes químicos (Tejada y Gonzalez, 2007), actuando como 
coadyuvantes en procesos de fitorremediación de suelos contaminados y estimulando el 
desarrollo de poblaciones microbianas en los suelos (Nutranetics, 2000, Siong et al., 2007).  
 
Con el propósito de aportar evidencias para el posible aprovechamiento del CBR y las 
bacterias solubilizadoras de carbón como una posible alternativa para acondicionar suelos 
con problemas de salinidad, teniendo en cuenta que este  es un problema común en los 
suelos del Valle del Cesar, localizados en el área de influencia de la minería de carbón a 
cielo abierto, esta investigación tuvo como objetivo evaluar el efecto de la aplicación de  un 
CBR tipo lignito, en conjunto con la inoculación de bacterias que generan SH mediante la 
biosolubilización de carbón, sobre algunas propiedades biológicas, químicas y físicas en un 
suelo salino sódico, bajo condiciones de invernadero.  
 
 
1.3 Materiales y métodos  
 
La investigación se desarrolló en el Invernadero del Laboratorio de Investigación en 
Fisiología y Bioquímica Vegetal del departamento de biología de la Universidad Nacional 
de Colombia sede Bogotá, bajo condiciones controladas de temperatura  (28 - 30ºC), 
humedad relativa  (75- 80%), y fotoperiodo (12/12 horas).  
 
 
1.3.1 Muestras de carbón 
 
Se utilizó un CBR tipo lignito colectado en el manto 40 del frente de extracción 
denominado Tajo Patilla en la mina El Cerrejón (La Guajira, Colombia). El CBR presentó 
una humedad del 28,44%, 11,12% de cenizas, 47,79% de sustancias volátiles, un poder 
calorífico de 4781 Kcal.kg-1, 41,09% de carbono fijado y 0,13% de S; características que 
corresponden a un CBR tipo lignito por su alto contenido de humedad, materiales volátiles, 
y poder calorífico inferior a 6390 Kal/kg-1. En el CBR los elementos C, H, O y N 
presentaron 46,04%, 3,26%, 42,95% y 1,38%, respectivamente. Los minerales en cenizas 
mostraron valores de Fe2O3 4,24 %, CaO 69,3, MnO2 0,14%, MgO 9,37%, SrO 0,89%, K2O 
0,05%, BaO 0,08% (Valero 2013). El CBR antes de su uso en el experimento fue tamizado 
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1.3.2 Bacterias solubilizadoras de carbón (BSC) 
 
Para el estudio se emplearon cepas de las bacterias Bacillus mycoides (BSC25), 
Acinetobacter baumannii (BSC13) y Microbacterium sp (BSC3); la primera fue aislada de 
la rizósfera de Typha domingensis (gramínea que prolifera en áreas de acumulación de los 
sedimentos carbonosos), la segunda de sedimentos carbonosos procedentes del lavado del 
carbón y la tercera a partir de CBR (Valero et al., 2012). Estas bacterias fueron 
seleccionadas por presentar la mayor capacidad de solubilizar CBR en medio sólido y 
líquido dando lugar a la liberación de SH (Valero et al., 2011).  
 
Las cepas se encontraban conservadas a 0ºC en crioviales y se colocaron a crecer en cajas 
de Petri con Agar Nutritivo (Oxoid®), por 48h a 35°C ± 2, posteriormente el inóculo se 
transfirió a frascos con 500ml de caldo nutritivo (Tripticasa 20 g.L-1, Tioglicolato de sodio  
2 g.L-1, Formaldehido sódico 1 g.L-1, Cloruro sódico 5 g.L-1 y Agar 15 gr.L-1) y se 
colocaron en agitación a 250 rpm por 48h, hasta obtener la mayor cantidad de biomasa 
(Rojas, 2008). La concentración de cada  inóculo bacteriano se determinó mediante la 
escala de Mc Farland (ICONTEC, 2000), hasta adecuar el inóculo a una concentración de 1 
x 108bacterias.mL-1. 
 
1.3.3 Muestras de suelo 
 
Se utilizaron muestras tomadas a 20 cm de profundidad del  horizonte A de un suelo salino-
sódico Salidic Calciustolls, el cual presentó una textura franco areno arcillosa y en pasta de 
saturación un pH 10,07, porcentaje de saturación de agua 53,91%, CE 4,1dSm, RAS 32,64, 
PSI 93,3, Ca 2,7 mmol/L, Mg 1,2 mmol/L, K 0,24 mmol/L, Na 45,7 mmol/L, sulfatos 8,73 
mmol/L, cloruros 14,5 mmol/L, bicarbonatos 21,4 mmol/L, CIC 12,0 cmol/kg y 11,12 
cmol/kg de Na intercambiable.  
 
1.3.4 Ensayo en Invernadero 
 
Se realizó un experimento exploratorio en invernadero con el propósito de observar 
tendencias tempranas sobre el efecto del CBR y de las tres BSC (Bacillus mycoides, 
Acinetobacter baumannii y Microbacterium sp) sobre el suelo salino-sódico en condiciones 
controladas. Se monitoreó la respiración del suelo, la actividad microbiológica del suelo, 
las enzimas ligninolíticas y las variables asociadas a la salinidad del suelo. 
 
El experimento se realizó en Bloques Completos al Azar (BCA), utilizando tres 
repeticiones por tratamiento. Se utilizaron 3 kg de suelo y se depositó en bolsas plásticas. 
Se realizó la aplicación de CBR a razón de 1g/100g suelo quedando a una concentración 
del 1%, los inóculos bacterianos de B. mycoides, Microbacterium sp y A. baumannii y el 
pool de bacterias se adicionaron a razón de 1x108bacterias.mL-1.g CBR-1 (Tabla 1). En cada 
unidad experimental se sembró pasto estrella (Cynodon plectostachium), planta adaptada a 
las condiciones salino-sódicas (Más y García-Molinari, 2006), con el fin de contar con 
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1 1% Bacillus mycoides 
2 1% Microbacterium sp  
3 1% Acinetobacter baumannii 
4 1% Pool* 
5 1% - 
6 Control - 
 
Tabla 1. Tratamientos utilizados en el experimento en condiciones de invernadero. *Pool: 
mezcla de Microbacterium sp., B. mycoides, A. baumannii a razón de 1x108bacterias.mL-1.g 
CBR-1. Cada tratamiento n=3 
 
Después de 2, 4 y 6 meses de haber iniciado el experimento se llevaron a cabo las 
mediciones de la respiración del suelo, actividad microbiológica del suelo, actividad de las 
enzimas LiP y Lac, pH, CE, RAS, PSI y CIC, cada parámetro por triplicado. La respiración 
del suelo se determinó por la técnica de incubación cerrada descrita por Celis et al., (2009), 
con algunas modificaciones, para ello, se colocó en cada sistema de bolsa plástica, un vaso 
de plástico pequeño con 10mL de NaOH 0,5N sin tapa para adsorber el CO2 liberado por el 
suelo, el cual se levantó a 1cm del suelo con un soporte;  seguidamente se cubrió con un 
recipiente de plástico más grande invertido, el cual actuó como campana de respiración y se 
enterró hasta 2cm de profundidad para minimizar la difusión de CO2 por el borde del 
frasco. Transcurridas 24 horas, se retiró el vaso con NaOH y se le adicionó 1mL de BaCl2 
para detener la reacción y así precipitar el C inorgánico como BaCO3 insoluble. 
Posteriormente, se adicionaron unas gotas de fenolftaleína como indicador de ácido base y 
se tituló el NaOH con HCl 0,5N; se utilizaron patrones primarios para estandarizar 
previamente el HCl y el NaOH. La cantidad de CO2 desprendido de las muestras se calculó 
mediante la fórmula de Krebs (2003).  
  
La actividad microbiológica del suelo se determinó por el método propuesto por Schnürer y 
Rosswall (1982) de la hidrólisis de diacetato de fluoresceína con modificaciones para 
muestras de suelo (Adam y Duncan, 2001; Greena et al, 2006). El diacetato de fluoresceína 
es un compuesto químico utilizado para evaluar la actividad enzimática de las hidrolasas 
provenientes de los microorganismos. La presencia de estas enzimas se evidencia por la 
coloración (verde) que presenta el DAF luego de ser hidrolizado por las enzimas  (Alvear et 
al., 2007).  Los resultados se interpolaron utilizando una curva patrón con concentraciones 
de fluoresceína conocidas (1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 mg fluoresceína/mL) y se 
calculó el DAF hidrolizado (fluoresceína producida mg/kg suelo-1.h-1). 
 
Se determinó la actividad de dos enzima ligninolíticas: una peroxidasa LiP y una fenol 
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mecanismos enzimáticos mediados por microorganismos. La primera enzima se determinó 
con el propósito de corroborar la solubilización de CBR ya sea por la flora microbiana 
nativa del suelo salino-sódico o el CBR como hábitat microbiano, y la segunda para 
evidenciar la solubilización del CBR por las BSC aplicadas, la flora microbiana nativa del 
suelo y los microorganismos propios del CBR aplicado. Se tomaron 2 g de suelo fresco de 
cada tratamiento y se adicionaron en 10mL de agua destilada estéril, seguidamente se 
llevaron a agitación a 250 rpm por 2 h y se centrifugaron a 8.000g por 20 minutos. Se 
realizó la separación del sobrenadante para la medida de la actividad de cada una de las 
enzimas. Para medir la actividad LiP se siguió el método propuesto por Fujian et al.,2001 
con modificaciones, para ello se mezclaron 400µl del sobrenadante en un tubo de 1ml y 
posteriormente se adicionaron 500µl de tartrato de sodio 0,3mM pH 3.0; seguidamente, se 
agregaron 50µl de alcohol veratrílico 10mM y se inició la reacción con 50µL de H2O2 
0,0016 M. Se realizaron mediciones de la absorbancia a una longitud de onda de 310nm. La 
cantidad de LiP requerida para oxidar 1mmol de alcohol veratrílico por minuto se definió 
como una unidad 1UI. La actividad de las Lac se evaluó siguiendo el método propuesto 
Borbonnais et al., 1995, para ello se adicionaron 300µL de sobrenadante en 600µL de 
buffer acetato de sodio 60mM pH 4,5 y 50µL de ABTS 0,5 mM como sustrato y se midió 
la absorbancia a 420nm. Se definió 1UI como la cantidad de enzima que cataliza la 
oxidación de 1mmol de ABTS (C18H18N4O6S4) por minuto.  
 
El pH del suelo se determinó con potenciómetro, la conductividad eléctrica (CE) con 
conductímetro. El porcentaje de saturación de Sodio (PSI) y relación adsorción de sodio 
(RAS) se determinaron según los protocolos del laboratorio nacional de suelos del Instituto 
Geográfico Agustín Codazzi (IGAC, 2006). La capacidad de intercambio catiónico (CIC) 
por el método de acetato de amonio 1N y neutro. Todas las variables fueron determinadas 
en pasta de saturación. 
 
Los datos obtenidos fueron sometidos a un análisis de varianza, diferencias mínimas 
significativas y en algunos casos se aplicó la prueba de promedios de Dunnet, previo 
análisis de los parámetros de normalidad de los datos. Adicionalmente, los datos 
correspondientes al último muestreo fueron sometidos a un análisis de componentes 
principales para datos categóricos (CATPCA), utilizando el programa de análisis 
estadístico SPSS versión 18, con el fin de determinar la asociación entre todas las variables.  
 
1.4 Resultados y discusión  
 
1.4.1 Respiración de suelo 
 
La respiración es considerada un indicador de la salud y calidad del suelo, puesto que 
representa la magnitud con que se desarrollan  los procesos  biológicos aerobios en el suelo 
(Mora, 2006). En la Figura 1 se observa que a los dos meses de haberse realizado la 
aplicación del CBR y las BSC todos los tratamientos excepto el C1%-Microbacterium sp. 
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mes se evidencia un incremento de la respiración del suelo en todos los tratamientos a 
diferencia del control (P<0,05). Se observa, que la adición de las BSC y el pool de las 3 
bacterias estimula la actividad respiratoria del suelo, lo que podría indicar la posible 
liberación de SH mediada por estas bacterias, las cuales contribuyen al acondicionamiento 
de suelos, como mejoradores de la estructura, y como coadyuvantes en procesos de 
fitorremediación de suelos contaminados (Piccolo y Mbagwu, 1999;  Christanis et al., 


















Figura 1. Respiración del suelo Salidic Calciustolls a los 2, 4 y 6 meses después de la 
aplicación de CBR y Bacterias productoras de SH (BSC). n=3 
 
Adicionalmente, se observa incremento de la respiración del suelo con la adición del CBR 
al 1% en comparación con el control, lo que demuestra que la estimulación de la 
respiración es mayor independientemente  de la adición de las BSC. Resultados similares 
fueron encontrados por Valero (2013) al tratar materiales edáficos (suelos removidos en la 
fase de pre-minería del carbón) con CBR que presentó un aumento en la respiración 
independientemente de aplicación conjunta del CBR con el pool de las 3 BSC. Esto puedo 
explicarse, ya que el CBR que posee una alta superficie específica y porosidad (Levine et 
al., 1982) favorece la aireación, la retención de humedad, propiciando un hábitat favorable 
para el crecimiento y la actividad de la microbiota acompañante del carbón y la presente en 
el suelo. 
 
1.4.2 Actividad microbiológica 
 
La actividad microbiana constituye un indicador de la dinámica  y salud del suelo, una 
buena actividad microbiana refleja las óptimas condiciones físicas y químicas que permiten 
el desarrollo de los procesos metabólicos de microorganismos y de su acción sobre los 
sustratos orgánicos (Delgado, 2004). Los microorganismos del suelo son un indicador 
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debilita, incluso, ante cambios o perturbaciones físicas y químicas leves del suelo (Alvear 
et al., 2007). Los resultados presentados en la Tabla 2 muestran que durante todo el 
experimento los tratamientos C1%-A.baumanii y C1%-Pool presentaron la mayor actividad 
microbiológica con diferencias significativas (P<0,05) con respecto a los demás 
tratamientos; los tratamientos C1%-B.mycoides, C1%-Microbacterium sp. presentaron 
diferencias significativas (P<0,05) con respecto al control durante los primeros dos meses. 
Se evidencia que las BSC estimulan la actividad microbiológica y esto puede explicarse en 
razón a que la biotransformación del CBR por estas bacterias da lugar a la liberación de 
SH, las cuales contribuyen a la formación de agregados en el suelo (Piccolo, 2002), el 
crecimiento y actividad microbiana, la aireación del suelo y la retención de humedad. Por lo 
anterior, los resultados muestran que existe un mayor efecto de la actividad microbiológica 
cuando el CBR se aplica en el suelo salino-sódico en conjunto con el inóculo bacteriano de  
A.baumanii y el Pool, este resultado es diferente a lo encontrado por Valero (2013) quien 
evidenció que el efecto del CBR sobre la actividad microbiológica en materiales edáficos 
de suelos removidos era independiente de la adición de las BSC.  
 
Tratamientos  
Actividad Microbiológica  
(fluoresceína producida mg. kg suelo-1.h-1) 
2 meses 4 meses 6 meses 
C1%-B.mycoides 117,17± 0,58 107,01±1,59 97,29±0,92 
C1%-Microbacterium sp. 109,34± 1,20 98,73±1,26 94,62±2,17 
C1%-A.baumanii 125,73±2,08 109,62±1,49 106,62±0,25 
C1%-Pool 129,29±1,73 110,79±5,60 108,45±2,83 
C1% 90,12±3,09 91,91±7,17 86,29±3,37 
Control 80,56±7,73 79,95±6,17 80,62±6,12 
Tabla 2. Actividad microbiológica (mg. kg suelo-1.h-1) del suelo Salidic Calciustolls a los 
2, 4 y 6 meses de haber sido tratado con la adición de CBR y bacterias productoras de SH. 
n=3 
 
1.4.3 Actividad de las enzimas LiP y Lac 
 
Los resultados presentados en la Figura 2a indican que la actividad de las enzimas LiP en el 
segundo y cuarto mes para los tratamientos C1%-Pool, C1%-A.baumanii y C1% presentan 
diferencias significativas (P<0,05) con respecto al control; mientras que para el sexto mes 
se presentan diferencias significativas entre los tratamientos C1%-Pool y C1%-A.baumanii 
también con respecto al control.  
 
De acuerdo a estos resultados, no es posible atribuir la actividad de las enzimas LiP al 
inóculo aplicado,  debido a que las cepas de B.mycoides, Microbacterium sp. y A. baumanii 
empleadas en este bioensayo no han sido reportadas como productoras de enzimas LiP, las 
cuales están  más asociadas a los hongos (Fakoussa y Hofrichter, 1999). Sin embargo, las 
bacterias utilizan mecanismos no enzimáticos para la solubilización del CBR como la 
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unen la estructura macromolecular del carbón, y la producción de sustancias alcalinas que 
disuelven las moléculas solubles y SH de la matriz del carbón (Hofrichter y Fakoussa., 
2004). Por tanto, la actividad de las enzimas LiP puede ser atribuida a los hongos que se 
encuentran como flora acompañante en los espacios porosos del CBR empleado, y que 
gracias a su naturaleza orgánica y a su contenido de elementos importantes para la nutrición 
microbiana como nitrógeno, azufre, hierro, carbono, oxígeno e hidrógeno y elementos 
trazas, hacen que este sea un sustrato para la colonización y crecimiento de 
microorganismos, cuyos procesos biológicos puedan utilizarlo como fuente de energía 
(Hölker et al, 2002; Tao et al, 2009).  
 
En cuanto a la actividad de las enzimas Lac (Figura 2b) se evidenciaron diferencias 
significativas durante los 6 meses de haber sido tratado el suelo con CBR y las BSC en 
todos los tratamientos con respecto al control. Se han reportado algunas bacterias con 
capacidad de producir enzimas lacasas (Madhai y Lele, 2009; Diamantidis et al., 2000), y 
como las BSC utilizadas en el experimento transforman CBR y la su actividad Lac fue 
mayor cuando se inoculan en pool e individualmente , entonces hay evidencia de que las 
BSC presenten actividad Lac. Se destaca el tratamiento C1%-Acinectobacter baumanni que 
presentó la mayor actividad Lac. También es posible que la actividad Lac esté asociada  a  
bacterias y hongos que se encuentren en el CBR utilizado en el experimento o en la 























Figura 2. Actividad de las enzimas ligninolíticas LiP y Lac (UI/g Suelo) en el tratamiento 
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1.4.4 Variables químicas asociadas a la salinidad sódica del suelo.  
 
De acuerdo a la prueba de comparación de promedios de Dunnet, en el pH del suelo no se 
encontraron diferencias significativas durante los 6 meses de experimento en invernadero. En 
cuanto a la CE en el segundo mes se evidenciaron diferencias significativas en los tratamientos 
C1%-Pool, C1%, C1%-A.baumanii, C1%-Microbacterium sp y C1%-B.mycoides con respecto al 
control, mientras que el cuarto mes se observa que solo los tratamientos C1%-Pool, C1%, C1%-
A.baumanii mantienen diferencias significativas con respecto al control, y en el sexto mes se 
presentan diferencias significativas del tratamiento C1% con respecto al control lo que permite 
establecer el efecto positivo que tiene tanto el carbón como la aplicación conjunta del CBR más 










Tabla 3. Determinación de las variables químicas asociadas a la salinidad sódica del suelo 
posterior a la aplicación de CBR y bacterias productoras de SH. n=3.  Conductividad eléctrica 
(CE), Relación adsorción de sodio (RAS),  Porcentaje de saturación de Sodio (PSI).  
 
En cuanto al RAS y el PSI  se presentó una disminución en el suelo salino-sódico tras ser tratado 
con CBR y las BSC, presentándose un mayor efecto en el RAS cuando se adiciona el CBR solo o 
en conjunto con las BSC durante los seis meses del experimento con diferencias significativas 
(P<0,05) con respecto al control; mientras que en el PSI se presenta una mayor disminución 
cuando el suelo es tratado con CBR y Acinetobacter baumannii . Estos resultados permiten 
demostrar que la adición CBR con o sin las BSC disminuyen el RAS y el PSI, lo que difiere con lo 
reportado por Gasca et al. (2011) al utilizar vinaza como enmienda orgánica en un suelo 
Petrocalcic Natrustalf, en donde no evidenció cambios significativos en el RAS y el PSI; sin 
embargo, observó cambios en el sodio intercambiable.  
 
1.4.5 Capacidad de intercambio catiónico 
 
En la Tabla 4 se muestra que la CIC es mayor en todos los tratamientos, con diferencias 
significativas  con respecto al control durante todos los meses evaluados, lo que permite deducir 
que el CBR como fuente de materia orgánica humificada aumenta la CIC. Es evidente que se 
presenta un mayor efecto cuando se aplica el CBR en conjunto con el inóculo de las BSC y  con el 
pool de las tres cepas, lo cual indica que se pueden liberar las SH contenidas en el CBR a través de 
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incrementando la CIC. También el  CBR  en sí mismo  es un material con alta CIC debido a la 












Tabla 4. Determinación de la CIC en el suelo Salidic Calciustolls tras ser tratado con CBR y las 
BSC bajo condiciones de invernadero. n=3  
 
En la figura  3 se presenta el análisis de componentes principales para datos categóricos 
(CATPCA), realizado para establecer patrones de relaciones entre las variables  evaluadas en el 
experimento. El CATPCA logró explicar en dos componentes el 57.5% de la variabilidad en los 
datos originales (Figura 3b).  
 
La dimensión 1 explica  el 37,5%  de la varianza y las variables con mayor influencia en esta 
dimensión fueron el tratamiento del suelo con el pool de BSC, la actividad microbiológica del 
suelo, la respiración del suelo, la actividad de las enzimas LiP y lacasas y la CIC; el pH y la CE 
presentaron una relación inversa con el anterior grupo de variables (Figura 3c).  La dimensión 2  
explica el 19,8% de la varianza  y las variables  con mayor influencia en esta dimensión fueron  el 
tratamiento del suelo con el pool de BSC, la CE y el RAS; La CIC y el CBR (aplicado solo) 
presentaron una relación inversa con las anteriores variables. 
 
El análisis mostró una asociación fuerte entre los siguientes grupos de variables: 1) El tratamiento 
del suelo con el pool de las 3 BSC, la actividad microbiológica y la actividad de las enzimas LiP y 
lacasas; 2) la respiración del suelo con el conjunto de variables anteriores. Este análisis confirma 
que al tratar el suelo con el inóculo de BSC y el CBR  se genera un efecto positivo en la magnitud 
de la respiración del suelo, la actividad de las enzimas ligninolíticas y la actividad microbiológica 
debido a que favorece el desarrollo de los microorganismos presentes en el suelo, la flora 
microbiana acompañante del CBR y las BSC aplicadas, por lo que su acción sobre los sustratos 
orgánicos pueden dar lugar a la liberación de SH (Delgado, 2004). 3) La correlación entre la 
respiración del suelo y la CIC, debido a la posible liberación de SH  y a la alta CIC del CBR, la 
actividad de los microorganismos presentes en el suelo o las BSC aplicadas se ven favorecidos por 
la adición de CBR. 4) El resultado del tratamiento del suelo con CBR, CBR+ Microbacterium sp y 
CBR+ B. mycoides, sugiere que  el efecto del CBR es similar si se aplica o no con las BSC;  esto 
posiblemente ocurre por la liberación de SH desde el CBR, ya sea por la actividad de las BSC 
inoculadas o por la microbiota nativa del suelo en respuesta al ingreso de CBR como fuente de C y 
como hábitat microbiano.5) El pH, CE y RAS permite explicar que estas variables corroboran las 
características de los suelos salinos y salino-sódicos que presentan pH alcalinos, CE >4.0 dS.m-1 y 

































También se puede observar que estas variables presentan una relación inversa con el efecto del 
tratamiento del suelo con el pool de las 3 BSC, la actividad microbiológica,  la actividad de las 
enzimas LiP y lacasas, la respiración y la CIC; esto indica que el tratamiento del suelo con el pool 
es el que ejerce mejor efecto al causar un atenuación de las variables relacionadas con la salinidad 
y que además se ve reflejado en mayor actividad microbiana lo cual se comprueba por el resultado 
de la hidrólisis del DAF y la respiración, también sugiere que actúan las enzimas ligninolíticas que 
posiblemente son generadas por los microorganismos nativos del suelo o la flora acompañante del 
CBR y  posiblemente sea  mediante la liberación de SH por depolimerización de la matriz húmica 




c) Saturaciones en componentes 
 Dimensión 
1 2 
CBRBmycoides ,042 -,370 
CBRmicrobacterium -,052 -,309 
CBRAbaumanii ,366 ,183 
CBRPool ,576 ,557 
CBR -,099 -,545 
Activ.microbiol ,882 ,332 
LiP ,870 ,389 
Lac ,736 ,414 
Respiración ,867 -,094 
pH -,786 ,400 
CE -,702 ,527 
RAS -,198 ,882 
PSI -,319 ,087 







% de la 
varianza 
1 ,872 5,248 37,487 
2 ,690 2,780 19,858 
Total ,943 8,028 57,345 
Figura 3. Análisis (CATPCA). Asociación de las variables evaluadas en el suelo Salidic 
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1.5 Conclusiones 
 
La aplicación de CBR al 1% y las BSC en el suelo Salidic Calciustolls favorece la actividad 
biológica a corto plazo, la cual se vio reflejada en el incremento de la respiración del suelo, la 
actividad de enzimas hidrolíticas sobre el DAF, la actividad de las enzimas ligninolíticas LiP y 
Lac asociadas a la biotransformación de CBR, y al incremento la CIC. Igualmente dicho 
tratamiento ocasiona un cambio favorable a corto plazo sobre las variables químicas relacionadas 
con la salinidad sódica del suelo, lo cual se observa en la disminución de la C.E., RAS y PSI. 
 
El efecto de la adición de CBR sobre las propiedades biológicas y químicas en el suelo salino 
sódico es mayor cuando se aplica en conjunto con las tres BSC. El CBR en sí mismo puede 
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2. EVALUACIÓN DE LA APLICACIÓN DE 
CARBÓN DE BAJO RANGO Y BACTERIAS 
SOLUBILIZADORAS DE CARBÓN EN UN SUELO 




2.1 Resumen  
 
El objetivo de esta investigación fue evaluar el efecto de la aplicación de un carbón de bajo rango 
(CBR), en conjunto con la inoculación de bacterias con capacidad para solubilizar carbón 
(Bacillus mycoides, Microbacterium sp y Acinetobacter baumannii) sobre algunas propiedades 
químicas, biológicas y físicas en un suelo Salidic Calciustolls bajo condiciones de campo.  Se 
delimitaron parcelas de 5m2 las cuales fueron tratadas con adición de 5 kg de CBR/m2 y el inóculo 
de las tres bacterias. Se midió la respiración del suelo por la técnica de incubación cerrada, la 
actividad microbiológica mediante la hidrólisis del diacetato de fluoresceína, la actividad de las 
enzimas lignino peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP) y lacasas (Lac). También se 
midió el potencial de hidrogeniones (pH), la conductividad eléctrica(C.E.), la razón de absorción 
de sodio (RAS), el porcentaje de sodio intercambiables (PSI) y la capacidad de intercambio 
catiónico (CIC) cada dos meses y la densidad aparente (Da) al sexto mes de haber iniciado el 
experimento. La aplicación de CBR contribuyó a la disminución de la C.E., RAS y PSI, con 
excepción del pH. No se evidenciaron cambios significativos en la densidad aparente, sin embargo 
se logró incrementar  la respiración, la actividad microbiológica, la estimulación de la actividad de 
las enzimas LiP, MnP y Lac, como también a aumentar la CIC del suelo. Estos resultados sugieren 
la posibilidad de aprovechar el CBR como materia orgánica humificada que permita rehabilitar 
suelos con problemas de degradación por salinidad, lo cual es común en los suelos del 
departamento del Cesar.  
 





En la actualidad la salinización es un factor de preocupación mundial, se estima que sobre 800 
millones de hectáreas en el planeta están afectadas por sales, de estas 397 millones lo son por 
problemas de salinidad y 434 millones por condiciones asociadas a sodicidad (Munns, 2005; FAO, 
2000). La concentración de sales impide el crecimiento de las plantas y la producción de los 
cultivos al limitar su capacidad para absorber el agua, contribuye a los procesos de degradación de 
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La principal fuente de sal en los suelos proviene de la meteorización y erosión de rocas y 
minerales primarios formados in situ o transportados por el agua o el viento. Entre las principales 
causas que generan procesos de salinización son el riego con agua salina, el nivel de las aguas 
subterráneas, la evapotranspiración, la percolación del agua a través de materiales salinos y la 
intrusión de agua de mar (Metternich, 2003). Sin embargo, la dinámica de las sales es tan alta que 
no siempre pueden asociarse directamente con los materiales del que preceden los suelos sino que 
debe tenerse en cuenta factores climáticos, topográficos, hidrológicos y antrópicos (Gómez, 2004).  
 
La adición de materia orgánica al suelo (MOS) ha sido frecuentemente utilizada para ayudar en la 
rehabilitación de tierras degradadas (Ros et al., 2003), ya que diversos estudios han demostrado el 
efecto positivo de la MOS en las propiedades físicas, químicas y biológicas del suelo (Khaled y 
Fawy, 2011), lo que ha permitido ser reconocida como clave fundamental en la fertilización de los 
suelos, la productividad de los cultivos, la degradación, erosión y desertificación de los suelos. La 
MOS puede mejorar la estructura del suelo y la agregación, la conductividad hidráulica, promueve 
los altos niveles de nutrientes y una mayor capacidad de intercambio catiónico (Tejada y 
Gonzalez, 2007; Sharif M., 2002; Hernández, 2000).   
 
En suelos sódicos y salino-sódicos el yeso (CaSO42H2O) es el mejorador mas comúnmente 
utilizado para mantener los niveles de electrolitos del suelo para mejorar sus propiedades físicas e 
hidráulicas (Wong et al., 2009). También se ha utilizado la aplicación conjunta de yeso-azufre-
compost, que en la mayoría de los casos se ha venido disminuyendo su uso por los agricultores por 
los elevados costos del azufre y nuevas tecnologías como el uso de biofertilizantes 
(microorganismos benéficos y micorrizas), biopolimeros y electromagnetismo que estimulan la 
actividad microbiana, mejoran considerablemente las propiedades físicas del suelos afectados por 
salinización permitiendo disminuir la compactación y mejorar la estructura del suelo a largo plazo 
(Zuñiga et al., 2011). Por otra parte, se han realizado estudios de la incorporación de la vinaza 
como enmienda procedente de la industria del alcohol carburante sobre suelos afectados por 
sodicidad, influyendo favorablemente sobre algunas propiedades químicas y biológicas del suelo, 
contribuyendo al incremento del carbono inmovilizado por los microorganismos y la actividad 
microbiológica (Gasca et al., 2011). Por tanto, la aplicación de enmiendas orgánicas constituyen 
una alternativa para el acondicionamiento de suelos con estas características, debido a que permite 
mejorar la estructura mediante la agregación, incrementa la actividad biológica y mejora la 
capacidad de intercambio catiónico (CIC).  
 
El carbón de bajo rango como el lignito se origina mediante un proceso de carbonificación 
incompleto, en donde la lignina procedente de los restos vegetales se transforma parcialmente;  se 
caracteriza por ser normalmente blando y desmenuzable, con una aspecto mate y terroso, posee 
altos niveles de humedad (30-45%) y cenizas, bajo contenido en carbono fijo por lo que su 
contenido energético también es bajo (Instituto Mundial de Carbón, 2005).  Debido al bajo grado 
de carbonificación el CBR presenta un alto contenido de SH (Peña, 2005, Gianoulli et al., 2009) 
en su macroestructura, que mejora la estructura y las propiedades físicas del suelo, mediante el 
aumento de la capacidad de intercambio de iones, promueve la quelación de muchos elementos al 
ponerlos a disposición de las plantas, constituyéndose como parte fundamental del complejo 
absorbente regulador de la nutrición de la planta (Chen et al., 1990, Khaled y Fawy, 2011), lo que 
permite utilizar las SH como enmiendas orgánicas para la agricultura y el manejo de suelos 




32 Capítulo 2  
Existen evidencias que el CBR es susceptible a la biotransformación por microorganismos debido 
a que puede ser utilizado por estos como fuente de carbono y favorecer el crecimiento  (Hölker et 
al, 2002; Tao et al, 2009) de los hongos involucrados en la degradación de la lignina (Hofrichter et 
al., 1999; Fakoussa y Hofrichter, 1999; Yuan et al., 2006) y algunas bacterias (Laborda et al., 
1997; Machnikowska et al., 2002; Pokorny et al., 2005; Valero, 2014), generan sustancias 
similares a las SH extraídas químicamente a partir de CBR (Filip y Kubat, 2001). El principal 
mecanismo de solubilización de carbón es la producción de enzimas ligninolíticas por hongos que 
incluyen las peroxidasas lignino peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasa (MnP), y las enzimas 
fenol oxidasas conocidas como lacasas (Lac) (Fakoussa y Hofrichter, 1999; Gokcay et al., 2001; 
Grihunt et al., 2011), pero también se ha encontrado que posterior a la solubilización ocurre la 
depolimerización de las SH a través de estos mismos mecanismos enzimáticos (Hofrichter y 
Fritsche, 1997). Debido a los inconvenientes de la solubilización mediada por hongos , se 
encuentra la solubilización del carbón por bacterias que utilizan mecanismos no enzimáticos como 
la producción de agentes quelantes, agentes surfactantes y sustancias alcalinas (Hofrichter y 
Fakoussa, 2004), que puede ser una alternativa que evite la depolimerización de las SH producidas 
a partir de CBR.  
 
Dentro de este contexto, en la mina de carbón a cielo abierto El Cerrejón (La Guajira, Colombia) 
se aislaron microorganismos con capacidad de biotransformar CBR y liberar SH (Valero et al., 
2012) y se identificaron cepas de las bacterias Bacillus mycoides, Acinetobacter baumannii y 
Microbacterium sp. con capacidad de solubilizar CBR en medio sólido y líquido que generaron 
sustancias húmicas hasta de 3100mg.L-1(Valero et al., 2011) y teniendo en cuenta que el CBR es 
considerado un residuo de la minería de carbón que podría ser aprovechado como materia 
orgánica humificada, el presente trabajo de investigación se oriento a evaluar el efecto de la 
aplicación de CBR y estas tres bacterias nativas sobre algunas propiedades físicas, químicas y 
biológicas, en un suelo salino-sódico en condiciones de campo, como una posible alternativa de 
aprovechar el CBR y los recursos biológicos de la región para acondicionar suelos con problemas 
de salinidad, teniendo en cuenta que este es un problema común en los suelos del departamento 
del Cesar, localizados en el área de influencia de la minería de carbón a cielo abierto.    
 
2.3 Materiales y métodos 
 
2.3.1 Muestras de carbón 
 
Se utilizó un CBR tipo lignito colectado en el manto 40 del frente de extracción denominado Tajo 
Patilla en la mina El Cerrejón (La Guajira, Colombia). El CBR presentó una humedad del 28,44%, 
11,12% de cenizas, 47,79% de sustancias volátiles. Del mismo modo, presentó un poder calorífico 
de 4781 Kcal. kg-1, 41,09% de carbono fijado y 0,13% de S; características que corresponden a un 
CBR tipo lignito por su alto contenido de humedad y de materiales volátiles, y poder calorífico 
inferior a 6390 Kal/kg-1 (Valero et al., 2014). En el CBR los elementos C, H, O y N presentaron 
46,04%, 3,26%, 42,95% y 1,38%, respectivamente. Los minerales en cenizas mostraron valores de 
Fe2O3 4,24 %, CaO 69,3, MnO2 0,14%, MgO 9,37%, SrO 0,89%, K2O 0,05%, BaO 0,08%. 
Adicionalmente, el CBR presentó contenidos de As, Co, Pb, V, Cu, Zn, Ni, Cr, B, Mo y Cd (0,71, 
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posibilidad de toxicidad de metales pesados al aplicar el CBR al suelo (Valero et al., 2014) y fue 
tamizado para obtener partículas de 300μm para ser utilizado en el experimento. 
 
2.3.2 Bacterias solubilizadoras de carbón (BSC) 
 
Para el estudio se emplearon cepas de las bacterias caracterizadas por biología molecular: Bacillus 
mycoides (BSC25), Acinetobacter baumannii (BSC13) y Microbacterium sp (BSC3); la primera 
fue aislada de la rizósfera de Typha domingensis (gramínea que prolifera en áreas de acumulación 
de los sedimentos carbonosos), la segunda de sedimentos carbonosos procedentes del lavado del 
carbón, y la tercera a partir de CBR (Valero et al., 2012). Estas bacterias fueron seleccionadas por 
presentar la mayor capacidad de solubilizar CBR en medio sólido y líquido dando lugar a 
liberación de SH (Valero et al., 2011).  
 
Las cepas se encontraban conservadas en crioviales a 0ºC,  luego se reactivó su crecimiento 
colocándolas en cajas de Petri con Agar Nutritivo (Oxoid®), por 48h a 35°C ± 2, posteriormente 
el inóculo se transfirió a frascos con 500ml de caldo nutritivo (Tripticasa 20 g.L-1, Tioglicolato de 
sodio  2 g.L-1, Formaldehido sódico 1 g.L-1, Cloruro sódico 5 g.L-1 y Agar 15 g.L-1) y se colocaron 
en agitación a 250 rpm por 48h, hasta obtener la mayor cantidad de biomasa (Rojas, 2008).  La 
concentración de cada  inóculo bacteriano se determinó mediante la escala de Mc Farland 
(ICONTEC, 2000).hasta alcanzar una concentración de 1 x 108bacterias.mL-1.- 
 
2.3.3 Clasificación taxonómica del suelo 
 
La clasificación taxonómica del suelo se inició a través de estudios previos de muestras de suelos 
que fueron analizadas en laboratorio y los resultados mostraron que en el Lote 9 presentaba 
problemas de salinidad sódica. Por tanto, se procedió a buscar en los mapas del último estudio de 
suelos del Cesar (IGAC, 1984) las unidades cartográficas, consociaciones y las clasificaciones 
taxonómicas de los suelos del área de estudio. Posteriormente, se realizó una calicata para 
describir el suelo y se tomaron muestras de cada horizonte diagnóstico que fueron llevadas al 
laboratorio y se le determinaron propiedades químicas y mineralógicas, siguiendo los protocolos 
del laboratorio nacional de suelos del Instituto Geográfico Agustín Codazzi (IGAC, 2006). 
 
2.3.4 Ensayo en campo 
 
La investigación se desarrolló en el lote 9 de la granja del Centro Biotecnológico del Caribe 
ubicado en el municipio de Valledupar, km 7 vía La Paz y geográficamente a latitud norte  
10°23’55 66’’N longitud oeste 73°13’47 06’’O. La zona de vida corresponde a bosque seco 
tropical (bs – T) según la clasificación de L.R. Holdridge, con una temperatura promedio de 
28,4°C y una altura de 169 msnm, precipitación anual de 961 mm y humedad relativa de 67%.  En 
la zona, las velocidades del viento alcanzan los 14,76 km/h, las precipitaciones son moderadas, 
repartidas entre los meses de abril y noviembre con máximas en mayo y octubre, esto la provee de 
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En el área delimitada para desarrollar el experimento se preparó el suelo mediante el paso de un 
cincel rígido que permitiera romper la compactación del suelo y posteriormente se le aplicó riego. 
En todos los tratamientos se aplicó CBR a razón 5 kg/m2 y los inóculos bacterianos Bacillus 
mycoides, Acinetobacter baumannii, Microbacterium sp. y el pool de las tres BSC a una 
concentración de  1x108 bacterias.mL-1 a razón de 100mL/m2. Tanto el CBR como las BSC fueron 
mezcladas con el suelo a una profundidad de 20cm y se siguieron los tratamientos presentados en 










1 X 1% Bacillus mycoides X 
2 X 1% Microbacterium sp  X 
3 X 1% Acinetobacter 
baumannii 
X 
4 X 1% Pool* X 
5 X 1% - X 
6 X control - X 
 
Tabla 5. Tratamientos del montaje experimental en campo. *Pool: Microbacterium sp., B. 
mycoides, A. baumannii. n=3 
 
Se siguió un diseño de bloques completos al azar,  cada tratamiento tuvo tres repeticiones y la 
unidad experimental consistió en una parcela de 5m2, separadas de 2m de la parcela contigua con 
una barrera de 50cm de altura, para reducir contaminación cruzada entre tratamientos por flujo 
superficial o el viento. En todas las parcelas se utilizó pasto estrella (Cynodon plectostachium) que 
se encontraba previamente establecido en el suelo y se caracteriza por su adaptación a las 
condiciones salino-sódicas (Más y García-Molinari, 2006), lo que permitió aprovecharlo como 
cobertura vegetal sobre el suelo y a la vez como estimuladora de la actividad biológica en la 
rizósfera.  
 
Transcurridos 2, 4 y 6 meses de haberse iniciado el experimento se determinaron las variables de 
respuesta. La respiración del suelo se determinó por la técnica de incubación cerrada descrita por 
Celis et al. (2009), con algunas modificaciones; para ello, se colocaron sobre el suelo, vasos 
pequeños con 10mL de NaOH 0,5N sin tapa para adsorber el CO2 liberado por el suelo, el cual 
estaba levantado a 1cm del suelo con un soporte,  seguidamente se cubrió con un frasco plástico 
más grande invertido, el cual actuó como campana de respiración y se enterró hasta 2cm de 
profundidad para minimizar la difusión de CO2 por el borde del frasco. Transcurridas 24 horas, se 
retiró el vaso con NaOH y se le adicionó 1mL de BaCl2 para detener la reacción y así precipitar el 
C inorgánico como BaCO3 insoluble. Posteriormente, se adicionaron unas gotas de fenolftaleína 
como indicador de ácido base y se tituló el NaOH con HCl 0,5N; se utilizaron patrones primarios 
para valorar la concentración del HCl y del NaOH. La cantidad de CO2 desprendido de las 
muestras se calculó mediante la fórmula de Krebs (2003).  
  
La actividad microbiológica del suelo se determinó por el método propuesto por Schnürer y 
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muestras de suelo (Adam & Duncan, 2001, Greena et al, 2006). La presencia de estas enzimas se 
evidencia por la coloración (verde) que presenta el DAF luego de ser hidrolizado por las enzimas  
(Alvear et al., 2007). Los resultados se interpolaron con la curva de calibración patrón con 
concentraciones de fluoresceína conocidos (1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80) y se calculó el 
DAF hidrolizado (fluoresceina producida mg/kgsuelo-1.h1). 
 
Se determinó la actividad de dos enzimas tipo peroxidasa, la lignino peroxidasa (LiP) y la 
manganeso peroxidasa (MnP) teniendo en cuenta que el CBR presenta elementos que permiten el 
desarrollo de microorganismos nativos del suelo y por su porosidad es un microhábitat para los 
microorganismos propios del carbón que posiblemente tienen la capacidad de biotransformar CBR 
a través de la producción de estas enzimas extracelulares. También, se determinó la actividad de la 
enzima fenol oxidasa lacasa (Lac), debido a que en estudios de procesos de biotransformación de 
carbón se ha reportado que tanto los hongos como las bacterias son generadoras de estas enzimas.  
Para la medición de la actividad LiP se siguió el método propuesto por Fujian et al., 2001 con 
modificaciones y se realizaron lecturas a una absorbancia a 310nm. La cantidad de LiP requerida 
para oxidar 1mmol de alcohol veratrílico por minuto se definió como una unidad de actividad 
enzimática 1UI. La actividad MnP, se determinó de acuerdo al método descrito por Paszcznsky et 
al., 1986; una unidad de Mn se definió como la cantidad de enzima requerida para oxidar un µmol 
de Mn2+ a Mn3+ en un minuto. La actividad de las Lac se evaluó siguiendo el método propuesto 
Borbonnais et al., 1995 y se definió 1UI como la cantidad de enzima que cataliza la oxidación de 
1mmol de ABTS (C18H18N4O6S4) por minuto.  
 
Para la determinación de parámetros químicos se aplicaron los siguientes métodos: el potencial de 
hidrogeniones (pH) se determinó con potenciómetro, la conductividad eléctrica (CE) con 
conductímetro; todas las mediciones se realizaron en pasta de saturación. El porcentaje de 
saturación de sodio (PSI) y la relación adsorción de sodio (RAS) se determinaron según los 
protocolos del laboratorio nacional de suelos del Instituto Geográfico Agustín Codazzi (IGAC, 
2006). La capacidad de intercambio catiónico (CIC) por el método de acetato de amonio 1 N y 
neutro en pasta de saturación y la densidad aparente se realizó por el método del cilindro (IGAC, 
2006). 
 
Los datos obtenidos fueron sometidos a un análisis de varianza, diferencias mínimas significativas 
y en algunos casos se aplicó la prueba de promedios de Dunnet, previo análisis de los parámetros 
de normalidad de los datos. Adicionalmente, los datos correspondiente al sexto mes fueron 
sometidos a un análisis de componentes principales para datos categóricos (CATPCA), utilizando 
el programa de análisis estadístico SPSS versión 18 para evaluar la asociación entre las variables 
evaluadas. 
 
2.4 Resultados y discusión  
 
2.4.1 Clasificación taxonómica del suelo 
 
Según la clasificación taxonómica del suelo corresponde a un Salidic Calciustolls, que presenta 
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aluvial del Valle del Cesar. El suelo presentó las siguientes características diagnósticas: un 
epipedón mólico, endopedón cálcico, una saturación de bases de todo el perfil >50% y la C.E. > 
30 dS/m (Anexos a, b, c y d). 
 
2.4.2 Respiración de suelo 
 
A los dos meses después de haberse iniciado el tratamiento del suelo con aplicación del CBR y las 
BSC (Figura 4) se observó un aumento en la respiración del suelo en los tratamientos C1%-
A.baumannii, C1%-B.mycoides y C1%-Pool, presentando diferencias significativas (P<0,05) con 
respecto al control. En el cuarto mes en los tratamientos C1%-A.baumannii, C1%-B.mycoides, 
C1%-Microbacterium y en el pool de las 3 BSC se presentan valores de respiración similares y 
diferenciales con respecto al control. En el sexto mes los tratamientos C1%-Pool y C1%-
B.mycoides tienden a descender; sin embargo, presentan diferencias significativas con respecto al 
control. El tratamiento C1%-Microbacterium sp. mantiene la tasa de respiración como en el cuarto 
mes mostrando diferencias con respecto al control, mientras que el tratamiento C1%-A.baumannii 
incrementa la respiración a diferencia del segundo y cuarto mes, mostrando diferencias 




















Figura 4. Respiración del suelo Salidic Calciustolls tratado con CBR y BSC en condiciones de 
campo. n=3 
 
Por tanto, los resultados sugieren que la incorporación de CBR como materia orgánica humificada 
favorece la respiración del suelo a corto plazo, presentándose un mayor incremento cuando se 
realiza en conjunto con las BSC, especialmente cuando se realiza con A. baumanni que presentó el 
mayor incremento; esto puede atribuirse a la capacidad que tiene esta bacteria de solubilizar 
carbón, lo que indica un posible efecto por la liberación de SH que contribuyen a la formación de 
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porosidad (Levine et al., 1982), lo que favorece la aireación y la retención de humedad 
estimulando el crecimiento de los microorganismos.  
 
2.4.3 Actividad microbiológica  
 
En la actividad microbiológica los resultados muestran que a los dos meses de haberse aplicado el 
CBR y las BSC, todos los tratamientos presentaron un incremento con respecto al control, con 
diferencias significativas (p<0,05), mostrando mayor incremento los tratamientos C1%-Pool, 
C1%-Microbacterium sp., C1%-B.mycoides y C1%-A.baumanii, respectivamente (Tabla 6).  
 
Tratamientos  
Actividad Microbiológica  (mg.kgsuelo-
1.h-1) 
2 meses 4 meses 6 meses 
C1%-B.mycoides 133,84±0,57 130,01±3,97 113,4±1,66 
C1%-Microbacterium sp. 141,29±2,33 127,67±2,24 119,4±3,46 
C1%-A.baumanii 127,73±4,32 108,01±7,38 97,95±10,1 
C1%-Pool 147,67±2,18 129,67±3,47 127,17±4,04 
C1% 102,56±3,28 99,84±0,29 92,4±1,27 
Control 92,06±6,77 90,95±6,49 91,73±7,02 
 
Tabla 6. Actividad microbiológica (mg.kg Suelo-1.h-1) del suelo Salidic Calciustolls a los 2, 4 y 6 
meses de haber sido tratado con la adición de CBR y bacterias productoras de SH. Condiciones de 
campo. n=3 
 
Estos resultados sugieren que la actividad microbiológica se estimula de manera temprana con la 
adición de CBR, lográndose obtener un mayor incremento de la actividad de los microorganismos 
cuando se aplica el CBR en conjunto con las BSC, lo que hace pensar que la solubilización de 
CBR por estas bacterias dan lugar a la liberación de SH (Valero et al., 2014) que pueden ser 
aprovechadas por la microbiota nativa del suelo y los microorganismos presentes en el CBR 
favoreciendo la actividad microbiológica; hecho que se ve reflejado en la hidrólisis del DAF que 
mide la actividad enzimática de las poblaciones microbianas a pesar de que no es específico, 
debido a que es sensible a la actividad de otras enzimas como lipasas, esterasas y proteasas 
(Valero, 2013); sin embargo, puede proveer información estimada de los cambios en la actividad 
microbiológica (Green et al., 2006) en el suelo salino-sódico ocasionados por la adición de CBR y 
las BSC, ya que ha sido utilizado en varios estudios como indicador de la calidad de los suelos en 
áreas degradadas en rehabilitación. Los resultados también concuerdan con lo encontrado por 
Valero (2013) en el tratamiento de materiales edáficos (materiales de suelos removidos durante la 
fase de pre-minería del carbón) con CBR y BSC, en donde CBR estimuló la actividad 
microbiológica en el suelo pero su efecto parecía ser independiente de la adición conjunta con las 
BSC. 
 
A partir de los cuatro meses y hasta los seis meses se observó una tendencia al descenso de la 
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debido a la alta concentración de sodio que inhiben la actividad microbiológica en el suelo (Gasca 
et al., 2011).  
 
2.4.4 Actividad de las enzimas ligninolíticas LiP, MnP y Lac 
 
En la figura 5. Se evidencia un aumento temprano en la actividad de las enzima LiP y MnP en el 
suelo salino sódico a los dos meses de haber sido tratado con CBR y las BSC. Esto se debe a que 
el CBR por ser de origen orgánico contiene elementos importantes para la nutrición microbiana 
como nitrógeno, azufre, hierro, carbono, oxígeno e hidrógeno, lo que hace que el CBR sea un 
sustrato utilizado como fuente de energía, favoreciendo la colonización y el crecimiento de las 































Figura 5. Actividad de las enzimas lignino peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP) y 
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Sin embargo, la actividad LiP y MnP no puede ser atribuida al efecto de la aplicación de las BSC, 
debido a que no se ha reportado la actividad de enzimas peroxidasas (LiP y MnP) en procariontes, 
lo que hace pensar que la actividad ligninolítica sea realizada por hongos que se encuentran en los 
espacios porosos del CBR y los hongos nativos del suelo salino-sódico, que pueden generar las 
enzimas extracelulares LiP y MnP para la biotransformación del CBR (Fakoussa y Hofrichter, 
1999). En la Figura 5b se observa que a los 4 y 6 meses de haber sido tratado el suelo con CBR y 
las BSC, la actividad LiP se ve disminuida en la mayoría de los tratamientos y esto posiblemente 
se deba a que algunos microorganismos pueden inducir la actividad MnP (Figura 5a) e inhibir la 
actividad LiP (Hofrichter y Fritsche, 1997).  
 
En todos los tratamientos se logra evidenciar un incremento de la actividad de las enzimas Lac en 
el cuarto y sexto mes después de haber sido aplicado en el suelo salino-sódico el CBR y las BSC, 
mostrando diferencias significativas (P<0,05) con respecto al control. Los resultados sugieren que 
la aplicación de C1%-A. baumanni estimula la actividad Lac, mostrando mayores resultados 
durante el cuarto y sexto mes del experimento, este tratamiento presentó diferencias significativas 
(P<0,05) con respecto al control (Figura 5c); el siguiente tratamiento con mayor eficiencia a largo 
plazo (a los seis meses) fue el C1%-pool mostrando el efecto conjunto de los microorganismos 
sobre la actividad Lac. Esto puede explicarse teniendo en cuenta que algunas bacterias han sido 
reportadas con actividad Lac (Madhavi y Lele, 2009; Diamantidis et al., 2000) y si las BSC 
utilizadas en el experimento transforman CBR mostrando una mayor actividad al aplicarlas al 
suelo salino-sódico, sugiere evidencia de que dichas BSC presenten actividad Lac, especialmente 
Acinectobacter baumanni, también puede ser que la actividad Lac esté asociada a bacterias y 
hongos que posiblemente se encuentren en el CBR utilizado en el experimento o en la microbiota 
nativa del suelo. 
 
2.4.5 Variables químicas asociadas a la salinidad sódica del suelo 
 
Según Dunnet, en el pH no se encontraron diferencias significativas (P<0,05) durante los 6 meses 
del experimento en invernadero (Tabla 7). En cuanto a la CE en los diferentes tratamientos 
exceptuando el control,  se logró evidenciar un ligero aumento a través del tiempo. Se observaron 
diferencias significativas (P<0,05) en algunos tratamientos (C1%-Pool, C1%, C1%-A.baumanii, 
C1%-Microbacterium sp y C1%-B.mycoides) con respecto al control; en el cuarto mes se observó 
que solo los tratamientos C1%-Pool, C1%, C1%-A.baumanii mantienen diferencias significativas 
con respecto al control, y en el sexto mes se encontró comparado con el control una mayor 
disminución de la CE en el suelo al ser tratado únicamente con CBR presentando diferencias 
significativas. Estos resultados permiten demostrar el efecto que tiene la adición de CBR solo en 
el suelo salino sódico, y en conjunto con las BSC sobre la CE. Estos resultados concuerdan con lo 
encontrado por Vance et al. (1998), que al aplicar materia orgánica con yeso en la superficie de un 
















Tabla 7. Respuesta de las variables químicas asociadas a la salinidad sódica del suelo y la 
densidad aparente (Da) del suelo salino-sódico al ser tratado con CBR y BSC bajo condiciones de 
campo. n=3 Conductividad eléctrica (CE), Relación adsorción de sodio (RAS),  Porcentaje de 
saturación de Sodio (PSI).  
 
En cuanto al RAS y el PSI, los resultados de los diferentes tratamientos mostraron cambios 
significativos en ambas variables por la adición de CBR y las BSC en el suelo salino sódico, 
observándose disminución después de haber iniciado el experimento durante los 6 meses en el 
RAS; en tanto que en el PSI se observó disminución en el segundo y cuarto mes, presentando un 
mayor decrecimiento en el tratamiento C1%-A.baumannii. También se evidenció que cuando el 
CBR se aplica solo se logra una mayor disminución del RAS. Los resultados anteriores difieren de 
lo reportado por Gasca et al.(2011), que al aplicar vinaza como enmienda orgánica en un suelo 
Petrocalcic Natrustalf no evidenció cambios significativos en el RAS y PSI; sin embargo, logró 
evidenciar una disminución en el sodio intercambiable.  
 
2.4.6 Determinación de la capacidad de intercambio catiónico. 
 
En respuesta a la aplicación de CBR y las BSC en el suelo salino-sódico, la CIC se vio aumentada 
a lo largo del experimento, comparando con el control, hecho que se ve reflejado a corto plazo 
(Tabla 8). Lo que permite evidenciar el efecto del CBR como materia orgánica humificada que 
estimula favorablemente la CIC, debido a que el CBR posee una alta CIC y permite el crecimiento 
de las BSC aplicadas y los microorganismos nativos del suelo que pueden solubilizar el CBR y dar 
lugar a la liberación de SH las cuales actúan como polielectrolitos que estimulan la CIC (Janos et 
al., 2011). En la Da no se logró observar cambios significativos (Tabla 8), lo que coincide por lo 
reportado por Zuñiga et al., 2011 que afirmo que los cambios que ocasiona la materia orgánica en 









Tabla 8. Determinación de la CIC en el suelo Salidic Calciustolls tras ser tratado con CBR y las 
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El análisis de componentes principales para datos categóricos (CATPCA) realizado para 
establecer la asociación entre las variables evaluadas en el sexto mes después de haberse iniciado 
la aplicación de CBR y las BSC, logro explicar el 57% de la variabilidad de los datos, un 39% en 
el componente 1 y el 18% en el componente 2 (Figura 6b). Las variables mas influyentes en el 
componente 1 fueron el CBR, la actividad de las enzimas LiP, MnP, Lac, respiración, pH, C.E., 

































Obsérvese en la Figura 6a una asociación entre los siguientes grupos de variables: 1) La actividad 
de las enzimas LiP, MnP, la actividad microbiológica y el pool de las tres BSC, lo que indica que 
la aplicación del pool de las tres BSC favorece la expresión conjunta de peroxidasas ligninolíticas 
y la respuesta se ve reflejada en el aumento de la actividad microbiológica; esto es posible ya que 
las BSC pueden biotransformar el CBR dando lugar a la liberación de sustancias húmicas que 
b) Tabla resumen del modelo  





Figura 6. Análisis (CATPCA). Asociación de las variables evaluadas en el suelo Salidic 
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estimulan tal vez la actividad de los microorganismos nativos del suelo o la microbiota 
acompañante del CBR. 2) La actividad de las enzimas Lac, CBR, CIC, respiración y A.baumannii, 
lo que permite demostrar que la aplicación del CBR en conjunto con A. baumannii favorece la 
respiración del suelo y la producción de enzimas Lac las cuales son generadas por bacterias y es 
posible que  actividad de las enzimas Lac es posible que sea por A. baumanni debido a que posee 
la capacidad de biotransformar CBR. El CBR favorece la CIC por lo que en si mismo posee una 
alta CIC debido a la presencia de grupos fenólicos y carboxílicos (Janos et al., 2011).                    
3) Correlación entre la Da y los parámetros de salinidad  C.E., RAS, pH, lo que indica que la 





La adición de CBR a razón de 5 kg/m2 influyó favorablemente en las propiedades químicas y 
biológicas del suelo salino-sódico en condiciones de campo. No se observaron cambios 
significativos en la Da por lo que el efecto del CBR sobre propiedades físicas suele ser a largo 
plazo. 
 
El CBR contribuyó al mejoramiento de las propiedades químicas del suelo salino sódico, 
disminuyendo la C.E., el RAS y el PSI a excepción del pH,  obteniéndose una mayor disminución 
a corto plazo al adicionar CBR con las BSC. 
 
La aplicación de CBR aumentó la actividad biológica del suelo Salidic Calciustolls incrementando 
la respiración, la actividad microbiológica y la CIC del suelo, lográndose un mayor efecto cuando 
el CBR se adiciona con las BSC, especialmente con el inóculo de A. baumannii. 
 
La incorporación del CBR y la solubilización de carbón mediada por las BSC favorece expresión 
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3. Conclusiones y recomendaciones 
 
3.1. Conclusiones  
 
Los resultados obtenidos en esta investigación permiten inferir que la incorporación de CBR como 
materia orgánica humificada en un suelo salino sódico influye en el mejoramiento de algunas 
propiedades químicas y biológicas del suelo.  
 
La adición de CBR al 1% en el suelo salino-sódico bajo condiciones de invernadero incrementa la 
respiración, la actividad microbiológica y la CIC e incide favorablemente en la disminución de la 
C.E., RAS y el PSI en el suelo a corto plazo.  
 
El tratamiento de un suelo salino sódico en campo con CBR a razón de 5 kg/m2 contribuye a la 
disminución de la C.E., RAS y PSI, e incrementa la actividad biológica; hecho que se ve reflejado 
en el aumento de la respiración, la hidrólisis del diacetato de fluoresceína, la actividad de las 
enzimas LiP, MnP y Lac, y la CIC, caso contrario a lo sucedido en la Da que no mostro cambios 
significativos. 
 
El efecto del CBR en el suelo salino sódico bajo condiciones de invernadero y en campo es mayor 
cuando se aplica en conjunto con las BSC, reflejado en una mayor actividad biológica, la actividad 
de las enzimas ligninolíticas e incremento de la CIC, y también contribuyó a una disminución 





Los resultados de esta investigación permiten sugerir el aprovechamiento del CBR dentro de un 
contexto ambiental y agrícola, teniendo en cuenta que el CBR es considerado un residuo de la 
explotación minera la cual se realiza a gran escala en el departamento del Cesar, se podría utilizar 
como una enmienda orgánica coadyuvante para la recuperación de suelos degradados por 
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ANEXO A. Descripción del suelo salino-sódico 
   
CALICATA 
Fecha: 01 Septiembre de 2012 
 
TAXONOMIA: Salidic Calciustolls  
Unidad cartográfica: consociación Villa Mary VMa  
Localización: departamento del Cesar, municipio de Valledupar, km 7 vía la paz, Centro 
Biotecnológico del Caribe Lote 9. 
Coordenadas geográficas: latitud 10°23’55 66’’N longitud 73°13’47 06’’0 
Altura: 168 m.s.n.m 
Geomorfología: paisaje piedemonte, tipo de relieve abanico aluvial, forma del terreno cuerpo del 
abanico. 
Material parental: Sedimentos aluviales finos y medios, muy alterado. 
Relieve: plano, ligeramente disectado 
Pendiente: ligeramente plana (1-2%), longitud larga (>150 metros), forma: rectilínea.  
Clima ambiental  
Piso térmico: cálido seco.  
Temperatura promedio anual: 28,4°C, precipitación promedio anual: 961mm/año, distribución 
(conseguir balance hídrico) 
Formación ecológica según Holdrige: Bosque seco tropical (bs–T). 
Clima ambiental según Koeppen: Tropical lluvioso de bosque (Ami) 
Clima edáfico. Régimen de temperatura: Isohipertérmico, régimen de humedad: Ústico. 
Erosión: no hay; movimientos en masa: no hay. 
Degradación: salinización en superficie.  
Afloramientos rocosos: no hay. 
Drenaje interno: lento; externo: lento; drenaje natural: bien drenado   
Nivel freático: No observado.  
Profundidad: muy profunda. 
Uso actual: pastos estrella, ganadería semiintensiva (Gyr y Guzerat).  
Características diagnosticas:   
Horizontes: Epipedón: Mólico Endopedón: Cálcico; saturación de bases de todo el perfil >50%;   
C.E. > 30 dS/m 
Orden: Molisol 
Suborden: Ustoll  
Gran grupo: Calciustoll 
Subgrupo: Salidic Calciustolls 
Familia: Franca, mezclada isohipertérmica.  
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00–11cm 
A1 
Color en húmedo pardo oscuro (7.5 YR 3/2); Textura fanco arcillo arenosa; 
sin estructura, masiva; consistencia en húmedo muy firme, en mojado 
ligeramente pegajosa y ligeramente plástica; frecuentes poros medianos y 
gruesos, vesiculares e irregulares, continuos; frecuentes raíces finas y 
medias, vivas, distribución normal en el horizonte, imped y exped; poca 
actividad de macroorganismos; reacción violenta al HCl; límite difuso, 




Color en húmedo pardo (10YR 4/3); textura franco arcillosa; fragmentos de 
gravilla 3%; estructura primaria columnar, gruesa, bien desarrollada, 
secundaria blocosa subangular, media y fina, fuertemente desarrollada; 
consistencia en húmedo firme, en mojado ligeramente pegajosa y 
ligeramente plástica, pocos nódulos y concreciones de carbonatos, 
redondeadas, irregulares y finas de consistencia blanda con distribución 
irregular, color pardo muy pálido (10YR 8/4); poros frecuentes finos y 
medianos, vesiculares e irregulares continuos; frecuentes raíces finas y 
medias, vivas, bien distribuidas en el horizonte; poca actividad de 
macroorganismos; reacción fuerte a HCL; límite difuso, ondulado; pH muy 
fuertemente alcalino (10.1).  
32–49cm 
ABk 
Color en húmedo pardo oscuro (10YR 3/3) 60% y pardo amarillento oscuro 
(10YR 4/4) 40%; textura franco gravillosa (30%), estructura  blocosa 
subangular fina, fuertemente desarrollada; consistencia en húmedo muy 
firme, en mojado pegajosa y plástica, muchas concreciones y nódulos de 
carbonatos, redondeadas, irregulares y gruesas, consistencia dura con 
distribución irregular, color pardo muy pálido (10YR 8/4); frecuentes poros 
medianos, vesiculares e irregulares; pocas raíces vivas finas y medias, 
normalmente distribuidas, no hay actividad de macroorganismos; límite 




Color en húmedo pardo amarillento (10YR 5/6); textura franco gravillosa 
(13%), estructura blocosa subangular fina y débil, consistencia en húmedo 
friable, en mojado no pegajosa y no plástica, frecuentes nódulos y 
concreciones, compuesta de carbonatos, redondeadas, irregulares y medias 
de consistencia dura, distribución irregular, color pardo muy pálido (10YR 
8/4); frecuentes poros medianos, vesiculares e irregulares; pocas raíces 
vivas finas y medias, distribuidas normalmente, no se evidencia actividad 
de macroorganismos; límite difuso, ondulado, reacción fuerte a HCL; pH 
muy fuertemente alcalino (9.9)  
 84–127cm  
Cr 
Color en húmedo pardo amarillento (10 YR 5/8) textura franca arenosa, sin 
estructura suelta, muchos poros finos y medianos, vesiculares e irregulares, 
pocas raíces vivas finas y medias, distribuidas normalmente, no se 
evidencia actividad de macroorganismos; límite irregular; pH muy 
fuertemente alcalino (8.6). 
 
127 – 150x 
2AB 
Color en húmedo pardo oscuro (7.5 YR 3/2); textura franco arcillosa, 
estructura primaria blocosa subangular media y débil, secundaria columnar 
subangular, media y fina, fuertemente desarrollada; consistencia en húmedo 
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poros medianos, vesiculares e irregulares; pocas raíces vivas finas y 
medias, distribuidas normalmente, no se evidencia actividad de 
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ANEXO B.  Resultados del análisis granulométrico del suelo                    
























CIC Ca Mg K Na BT 
A1 
00-11 
48,4 27,4 24,2 FArA 
 9,1 (++++) 0,64 11,3 11,7 2.2 0,82 9,2 23,9 
A2 
11-32 
42,2 29,5 28,3 FAr 
 10,0 (+++) 0,11 13,1 7,4 1,6 0,71 15,6 25,3 
ABk 
32-49 
36,4 39,5 24,1 F 
 10,1 (++++) 0,01 9,8 11,8 2,2 0,35 13,2 27,6 
Bk 
49-84 
42,8 39,1 18,1 F 13,0 
9,9 (++++) 0,04 6,0 10,5 1,8 0,12 8,5 20,9 
Cr 
84-127 
72,6 17,3 10,1 FA 
 8,6 (+) 0,02 4,8 7,3 3,3 0,07 0,63 11,6 
 
* Niveles CaCO3: (+) = Bajo; (++) = Medio; (+++) = Alto; (++++) = Muy alto; (-) = No presente; *meq Calcio/100g (cmol(+)/kg) x 200 
= mg/kg. ; *meq Potasio/100g (cmol(+)/kg) x 391 = mg/kg. ; *meq magnesio/100g (cmol(+)/kg) x 120 = mg/Kg. ; *meq sodio/100g 
(cmol(+)/kg) x 230 = mg/kg.  :Porcentaje (%) = mg/kg / 10.000  A = Arena; L = Limo ; Ar = Arcilla; F = Franco . ; *SAT = Saturado; 
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RAS PSI Clase Cationes  mmol(+)/L CaCo3 





85,6 7,9 56,8 62,8 NaS1 






77,2 7,9 134 93,1 NaS1 





ANIONES mmol(+)/L cmol(+)/kg 
Sulfatos Cloruros Carbonatos Bicarbonatos Suma CIC Sodio  
3,8 14,7 4,5 2,9 25,8 11,3 7,1  
7,6 6,0 11,9 3,1 28,5 13,1 12,2  
 
* Niveles CaCO3: (+) = BAJO; (++) = MEDIO; (+++) = ALTO; (++++) = MUY ALTO; (-) = NO PRESENTE. ; *Pa: Porcentaje 
saturación de agua. ; *RAS: Relación adsorción de sodio. ; *Porcentaje (%) = ppm / 10.000. ; *CE: Conductividad eléctrica (dS/m)  . ; 
*PSI: Porcentaje saturación de sodio. ; *CIC: Capacidad de intercambio catiónico. ; S1: Moderadamente salino (CE 4-8)  S2: 
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Interestratificados tr tr tr 
Integrados 2:1-2:2 ++ ++  
cloritas + ++  
micas +++ ++ ++ 
caolinita ++ +++ +++ 
Cuarzo tr + tr 
Feldespatos + tr + 
Esmectitas (montmorillonita) tr +  
Gibsita   +++ 
 
*Convenciones : ++++ Dominante (>50%); +++ Abundante (30-50%); Común (15-30%); + Presente(5-15%), TR trazas(<5%); ?= 
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